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論文内容の要旨
我が国では超高齢社会を迎え，骨粗鬆症をはじめとす
る生活習慣病罹患率の増加が問題となっており，中でも
骨粗鬆症の患者数は 1,300万人と推測されている。骨粗
鬆症による骨折は最悪の場合寝たきりとなり，著しい
QOLの低下を招くことから，その予防が社会的にも重
要となっている。骨は破骨細胞が古い骨を溶解し（骨吸
収），骨芽細胞が新しい骨を形成すること（骨形成）に
より，常に骨吸収と骨形成を繰り返している。この過程
は骨リモデリングと呼ばれ，骨のホメオスタシスを正常
に保つ上で非常に重要であり，そのバランスが破綻する
ことで骨脆弱化が引き起こされる。骨粗鬆症の病型は原
発性と続発性があり，前者は閉経や加齢，後者は糖尿病
や慢性腎臓病等の慢性炎症が原因で発症することで知ら
れている。特に女性は，エストロゲン欠乏による閉経後
骨粗鬆症の罹患率が高く，その予防や改善は重要であ
る。閉経後骨粗鬆症の治療には，エストロゲン投与によ
るホルモン補充療法が知られているが，乳がんや子宮が
ん等のリスクが増大する可能性が指摘されている。ま
た，近年の研究により，慢性代謝障害である糖尿病によ
る持続的高血糖を介した糖化反応の亢進が骨コラーゲン
架橋の糖化を誘導し，骨脆弱化を招く続発性骨粗鬆症に
ついても問題視されている。日本人に多いⅡ型糖尿病か
らの続発性骨粗鬆症予防も原発性骨粗鬆症である閉経後
骨粗鬆症予防と同様に重要であることから，その作用機
構を明らかにし，予防措置を講じる必要がある。
これまでに骨粗鬆症の予防および改善を目的とした抗
酸化・抗炎症作用を示す様々な植物性化合物の有効性が
検討されている。骨粗鬆症の予防効果を有する植物性化
合物として，日常的に摂取することが可能な大豆イソフ
ラボンをはじめ，緑茶カテキンや柑橘系フラボノイドが
報告されている。そこで本研究では，特徴的な骨格構造
として N=C=S を有し，強い抗酸化・抗炎症作用を持
つイソチオシアネート（isothiocyanate ; ITC）類に着
目した。ITC 類は，アブラナ科野菜であるブロッコ
リーや大根等に含まれている含硫化合物であり，特にブ
ロッコリースプラウト中の ITC である Sulforaphane
（SFA）は強力な抗酸化・抗炎症作用を有することで，
多岐に渡る報告がなされている。SFAは，通常，植物
細胞内では前駆体である glucosinolateとして存在する
が，調理や咀嚼を受けることで同植物細胞内に含まれる
ミロシナーゼによる加水分解を受け活性体へと変化す
る。活性本体である SFAは，様々な組織において腫瘍
を退縮することが報告されているが，骨代謝制御に関す
る詳細な作用機構は明らかではなく，関連報告も少な
い。加えて，大豆イソフラボンなどのエストロゲン依存
的に骨代謝改善作用を示す植物性化合物とは異なり，
ITC類はエストロゲン非依存的な経路を介して骨代謝
を制御する可能性があり，この機構解明は重要である。
以上より，ITC類による骨代謝制御機構を明らかにす
ることは，慢性的な炎症が原因で発症する骨粗鬆症予
防・改善効果を有する新規の植物性化合物探索の一助と
なり得る。
そこで本研究では，ITC 類による骨代謝制御機構を
明らかにすることを目的とし，実験 1では，初代培養系
を用いて，ITCの一種である SFA，sulforaphene（SFE）
および erucin（ERN）が破骨細胞および骨芽細胞分化
に及ぼす影響を比較検討した。実験 2では，破骨細胞様
前駆細胞である RAW264.7細胞を用いて，SFAによる
破骨細胞分化抑制機構の検討を行った。実験 3では，経
口摂取可能な SFA配糖体である sulforaphane glucosi-
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nolateを含むブロッコリースプラウトパウダーを用い，
原発性および続発性骨粗鬆症モデル動物の骨代謝変動に
対する影響について検討した。
実験 1 : 初代培養系を用いた骨芽および破骨細胞分化に
対する ITC類の影響解析
実験 1-1 : ITC類が破骨細胞分化に及ぼす影響
8週齢雄性 ddYマウス大腿骨と脛骨から採取した骨
髄細胞を用い，SFA，SFEおよび ERN（各 0.1-5mM）
を添加し，WST-8法による細胞生存率の測定を行った。
続いて，多核破骨細胞分化誘導剤として活性型ビタミン
D3（10
−8M）を用い，ITC類の破骨細胞に対する作用
を破骨細胞分化マーカーである酒石酸抵抗性酸性ホス
ファターゼ（tartrate-resistant acid phosphatase : TRAP）
染色法により評価した。また，破骨細胞分化に必要な分
子（c-Fos, NFATc1, TRAP, Ctsk）を real-time PCR法
にて解析した。その結果，ITC 処理により細胞生存率
は低濃度（∼1mM）では影響を示さず，高濃度で有意
に減少した。また TRAP染色の結果より，ITC類は濃
度依存的に破骨細胞分化を抑制し，c-Fosを除く主要な
破骨細胞分化関連分子である NFATc1, TRAP, Ctsk発
現も同様に抑制した。
実験 1-2 : ITC類が骨芽細胞分化に及ぼす影響
続いて，骨芽細胞への影響も検討するため，骨芽細胞
分化誘導剤として Osteoblast-Inducer Reagent（アス
コルビン酸，b-グリセロリン酸，ヒドロコルチゾン）を
用い，ITC 類の骨形成能に対する影響をアリザリン
レッド染色法および骨芽細胞分化に必須な分子
（Runx2, Osterix, ALP）について，real-time PCR法を
用いて解析した。その結果，骨形成能の評価法であるア
リザリンレッド染色は，無処理群に対して，ITC 類処
理群で影響はみられなかった。また，骨芽細胞分化関連
分子である Runx2, Osterix, ALPの発現に関しては，無
処理群に対して SFAおよび SFE処理において影響を
示さなかった。一方で，高濃度の ERN処理（1mM）で
は，骨芽細胞分化関連分子発現の抑制がみられたが，破
骨細胞分化を抑制した濃度では影響はみられなかった。
実験 1の結果から，ITC 類は，細胞毒性と骨芽細胞
分化に影響を示さない濃度で破骨細胞分化を抑制するこ
とが示された。
実験 2 : 破骨細胞分化に対する SFAの制御機構解析
更に，ITC 類の破骨細胞分化に対するより直接的な
影響を明らかにするため，破骨細胞様前駆細胞株の
RAW264.7細胞を用いて詳細な検討を行った。また，実
験 1の結果より ERNが骨芽細胞分化に抑制的な影響を
示すことに加え，破骨細胞分化に関しては，SFA・
SFE より抑制効果が低かったことから，先ず ERN を
外し，また，SFAと SFEについては，ほぼ同等の様相
を呈したが，動物試験に使用する試料が SFA配糖体で
あることから，今後の in vitro試験では，SFA を中心
に解析を行った。
実験 2-1 : 破骨細胞様前駆細胞株の RAW264.7細胞を用
いた破骨細胞分化に対する SFAの影響
まず，RAW264.7細胞に SFA（0.1-5mM）を添加し，
WST-8法による細胞生存率の測定を行った。次に，可
溶性 RANKL（sRANKL : 50ng/ml）による破骨細胞分
化誘導を行い，SFA の破骨細胞分化に対する影響を
TRAP 染色法にて評価した。また，主要な破骨細胞分
化関連分子群（c-Fos, NFATc1, TRAP, Ctsk）を real-
time PCR 法，破骨細胞分化刺激分子である JNK,
ERK1/2, p38MAPK のリン酸化活性を western blot 法
にて解析した。その結果，SFAは RAW264.7細胞を用
いた解析においても細胞毒性のない濃度で破骨細胞分化
および主要な分化関連遺伝子の発現を抑制した。一方
で，JNK, ERK1/2, p38MAPKのリン酸化活性には抑制
作用を示さなかったことから，RANKL-RANKシグナ
ルの発現制御を伴わない経路を介した機構の存在が示唆
された。
実験 2-2 : DNAマイクロアレイを用いた SFAによる新
規破骨細胞分化抑制シグナル伝達経路の探索
SFAによる破骨細胞分化抑制に関わる新規分子同定
するため，DNAマイクロアレイ法を用いて網羅的解析
を行った。その結果，無処理群に対し，sRANKL処理
で上昇した遺伝子数が 6,242個であった。これに対し，
SFA処理で発現が低下した遺伝子数は，fold change 1.2
倍で 1,920個を示した。その中でも，破骨細胞関連遺伝
子として RANKL受容体である RANKと，その共刺激
シグナル受容体である OSCARに加え，破骨細胞融合
分子である DC-STAMP,OC-STAMPが新規遺伝子候補
となった。そこで変動遺伝子について，real-time PCR
法を用いた解析を行った結果，sRANKL処理に対し，
SFAにより RANK, OSCAR, DC-STAMP, OC-STAMP
の遺伝子発現は有意に低下した。また，破骨細胞は多核
化（3核以上）することで骨吸収能を発揮することか
ら，細胞融合阻害作用を明らかにするため，核数別に破
骨細胞数を計測した。その結果，SFA処理により 10核
以上の破骨細胞は減少し，1-2核の破骨細胞は顕著に増
加した。加えて，DC-STAMP, OC-STAMPの発現を負
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に制御し，OSCAR により調節されている STAT1
（Tyr701）のリン酸化活性を western blot法にて解析し
たところ，無処理に比し，SFA 処理は STAT1（Tyr
701）のリン酸化活性を顕著に上昇させた。
実験 2の結果より，SFA は初代培養系（実験 1-1）
と同様，細胞毒性のない濃度で破骨細胞分化を抑制する
ことが明らかとなった。その作用機構については，従来
の破骨細胞分化因子（NFATc1, TRAP, Ctsk）の抑制に
加え，破骨細胞融合分子（DC-STAMP, OC-STAMP）
の抑制を介し，破骨細胞分化を制御することが示され
た。また，SFAによる RANK-NFATc1シグナルに対す
る阻害効果は弱かったが，RANKと協調して破骨細胞
を分化させる OSCAR-DC-STAMP/OC-STAMP シグ
ナルを著しく抑制することで，破骨細胞分化能を抑制す
ることが示唆された。
実験 3 : 骨粗鬆症モデル動物に対する SFA配糖体投与
の影響
SFAの破骨細胞分化抑制作用を in vivo系で検討する
ために，原発性および続発性の骨粗鬆症モデル動物を用
い，SFA 配糖体である sulforaphane glucosinolate
（SGS : カゴメ（株）社製）を含むブロッコリースプラウ
トパウダーの作用を検討した。
実験 3-1 : 原発性骨粗鬆症モデル動物に対する SFA配
糖体投与の影響
被験動物として 8週齢雌性 ddYマウスに卵巣摘出術
（OVX）または偽手術（Sham）を施し，Sham群，OVX
群，0.25S群（OVX＋0.25% SGS），0.5S群（OVX＋0.5
% SGS）の 4群を設け，8週間の飼育観察を行った。飼
育終了後，QCT法により大腿骨全体，皮質骨・海綿骨
領域の骨密度（BMD）を測定した。その結果，大腿骨
全体，皮質骨・海綿骨領域 BMDは Sham群に比し OVX
群で低値を示したが，SGS投与による影響は認められ
なかった。
実験 3-2 : 続発性骨粗鬆症モデル動物に対する SFA配
糖体投与の影響
被験動物として 8週齢雄性 Wistar（CTL 群），続発
性骨粗鬆症モデル（II 型糖尿病）の Goto-Kakizaki
ラット（GK 群），GK 群に 0.5% SGS 投与（SGS 群）
の 3群を設け，8週間の飼育観察を行った。飼育終了
後，QCT法による大腿骨全体，皮質骨・海綿骨領域の
BMD，3点折り曲げ法による骨強度の測定を行った。
その結果，大腿骨・皮質骨の BMDおよび骨強度におい
ては，SGS投与の影響は認められなかった。一方で，
大腿骨・遠位部および海綿骨領域の BMDは，CTL群
に対し GK群で有意に減少したが，その減少は SGS投
与により有意に抑制された。
以上より，SFAは生体においてエストロゲン非依存
的経路を介して骨量減少抑制作用を発揮する可能性が示
唆された。
本研究において，N=C=S 構造を有する ITC 類は，
破骨細胞分化阻害効果を示すことを見出した。更に，
SFAによるエストロゲン非依存的経路を介した新規破
骨細胞分化抑制機構と続発性骨粗鬆症モデル動物での骨
量減少抑制作用の一端を明らかにした。原発性骨粗鬆症
と糖尿病性骨粗鬆症の発症機序は異なり，後者は慢性炎
症による破骨細胞活性化に伴う骨量減少により骨脆弱化
が亢進すると考えられることから，SFAによる骨量減
少抑制効果は抗炎症作用を介していることが示唆され
た。今後は動物およびヒトでの詳細な検討が必要である
が，本研究結果から，含硫化合物である SFAによる骨
代謝改善効果の可能性が示された。
審査報告概要
本研究では，N=C=S構造を有するイソチオシアネー
ト類である sulforaphane（SFA）の破骨細胞分化抑制
機構について，先ずは in vitro 試験において，同類の
sulforaphene（SFE）と erucin（ERN）との比較を行
い，特に SFAについて，その詳細な作用機構を検討し
たところ，従来の破骨細胞分化因子（NFATc1, TRAP,
Ctsk）の抑制に加え，破骨細胞融合分子（DC-STAMP,
OC-STAMP）の抑制を介し，破骨細胞分化を制御する
ことを明らかにした。さらに，この破骨細胞融合分子の
抑制は，SFA による OSCAR の発現抑制に関連した
STAT1のリン酸化に起因する可能性を示した。また，
in vivo系では，エストロゲン欠乏の原発性ではなく，
慢性炎症を伴う続発性骨粗鬆症モデルの骨密度減少を抑
制したことから，SFAはエストロゲン非依存的新規経
路を介して破骨細胞分化を制御し，骨量減少を抑制する
可能性が示唆された。よって審査員一同は，髙木智弘氏
に博士（食品栄養学）の学位を授与する価値があると判
断した。
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